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Object: To invest the acute toxicity effect and analyze the mechanism of 
Benzalkonium Chloride on rabbits’ cornea. Methods: We have used the topical 
application of kinds of concentrations (0.01%.0.05%.0.10%)of Benzalkouium 
Chloride as the obversation and the contralteral as control . The drug deliver interval 
is bid for 4 days. We have used the slit lamp and Scherimer’s tests to monitor the 
general ocular surface and tear film changes daily. We have used the in vivo corneal 
microconfocal (IVCM) to analyze the microstructures alternations of each layer of 
cornea through the superficial epithelium to the endothelium; We have obtained the 
MUC5AC / ZO-1 as the structures datas while the flourensent perfusion(CF) test as 
the functional datas of the endothelium barrier. Results: There are no the clinic 
significant tear film and ocular surface results by slit lamp and Scherimer’s tests daily. 
The structures of each layer are normal without inflammation appearances by tissue 
HE stainning. We have found the superficial layer be thicker; the transveral diameter 
of superfical epithelium cell be contracter；the Nuclear/ Cytoblasm raio(N/C) of 
superfical epithelium cell be higher; the density of bridges-like structures of stroma be 
higher in observation groups；the cell borden of endothelium be larger and the 
thickness of endothelium be thicker without the density decrease and the hexagon 
phenotype change.There are no MUC5AC expressions difference among groups. The 
structures of tigh-junctions by ZO-1 proteins and flourensent perfusion test to prove 
that the highest concentration—0.10% Benzalkouium Chloride has lead to the 
endothelium barrier dysfunction. Conclusions: the short-time exprosure to the 
Benzalkouium Chloride will alter the microstructures of in vivo rabbits’ corneas, the 
0.10% Benzalkouium Chloride will lead to the acuity toxicity effect through 
destroying the barrier function of endothelium without dry-eye alike syndromes.  

















































































将 24 只重量为 2~2.5Kg 健康新西兰大白兔（取自上海实验动物中心，饲养








和 0.10%）的苯扎氯氨（Sigma,St.Louis, MO No.2509）按照每天两次（8AM 和
5PM）分别滴入不同兔子的左眼，右眼均给予磷酸盐（1×PBS，由 10×PBS 加 DDW
稀释 10 倍而成，其中 10×PBS 配置方法： NaCl 80g，KCl 2g，Na2HPO4 14.4g，




     按照每公斤体重计算剂量后，向家兔腹腔内注射氯丙嗪（1mg/Kg，
Bayer,Snawnee Mission,KS）和戊巴比妥钠（20mg/Kg;Abbott ，North Chicago,IL）
的混合液保证家兔处于安静无动状态。待测眼结膜囊内滴入贝美卡因



























670nm 半导体激光做为激发光源。采用放大倍率为 60× 浸入式镜头
（Olympus,Hamburg,Germany）做为物镜，镜头表面被聚甲基丙烯酸甲酯（PMMP）

























    根据既往在小鼠体内的荧光发光试验方法[12]改良的兔检查法来测量角膜对
羧基荧光素（CF,0.3%，Cohasset, MA）渗透力以评估角膜内皮屏障功能。在兔
角膜表面使用 30μlCF10 分钟后，采用致死计量的戊巴比妥钠（40mg/Kg;Abbott ，
North Chicago, IL）后取出角膜组织。采用 1ml 平衡盐缓冲液（BBS，Alcon, Fort 
Worth, TX ）洗 3 次，每次 5 分钟后将每一组织块置入含 1mlBBS 锡铂纸包裹避
光 的 管 内 后 在 室 温 条 件 下 摇 床 (Transference Decoloring Shaker 
TS-8,QILinBeiEryiqi) 作 用 90 分 钟 ， 采 用 Gilfrod 荧 光 IV 测 量 仪
（Corning,Oberlin,OH）检测羧基荧光素浓度（nmol/μL）。 
7、组织病理学检测 
活体检测后，采用致死剂量戊巴比妥钠（40mg/Kg;Abbott ，North Chicago, IL）
腹腔注射致使家兔安乐死亡。将眼球组织（包括球结膜）取出，完整分离角膜（包
括角膜缘后 2mm 巩膜）及球结膜，OCT(optimal cutting temperature ,Tissue Tek, 
Elkhart, IN)包埋后置于-80℃液氮中保存。采用冰冻切片机（Model 3050，Leica, 
Deerfield, IL）将组织块切成 4μm厚度。将切片晾干后，采取-20℃冷丙酮液(Sigma，
USA)固定 15 分钟，1×PBS 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟，去除杂质，行苏木素
—伊红(苏木素配置：苏木精 0.2g,无水乙醇 25ml,硫酸铝 1g,蒸馏水 75ml,碘酸钠
0.05g,柠檬酸 0.1g,将苏木素溶于无水乙醇，将硫酸铝溶于水，两液混合加热煮沸
2min,加入碘酸钠和柠檬酸；伊红配置：将水溶性伊红 5g 溶于 500ml 蒸馏水中，
然后加浓盐酸 10ml,从分搅拌，静置过夜后。过滤后的沉淀用蒸馏水冲洗两次，
再过滤；将沉淀物连同滤纸一起放入温箱内干燥。加 95%乙醇 1000ml,配成饱和
液，使用前再用 95%乙醇 1:2 稀释，加入 2%冰醋酸)染色。其中苏木素染色 2 分
钟，伊红染色 30 秒钟，依次行 50%，75%，80%，90%，95%，100%乙醇（汕
头达濠精细化学品有限公司）梯度脱水。中性树脂（Vecta MountTM H-5000，Vector 


















分钟。采用 1×PBS 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟后采用 1% BSA（小牛血清，
Sigma 公司,USA）孵育 1 小时，封闭非特异性抗体；然后采用 1×PBS 缓冲液冲
洗组织片，每次 5 分钟，洗 3 次；然后采用 2%BSA 将小鼠抗兔 MUC5AC 抗体
（Santa Cruz Biotechnology, CA）按 1:50 稀释后按照 100μl/标本孵育，在 4℃条
件下过夜后采用 1×PBS 缓冲液冲洗组织片，每次 5 分钟，洗 3 次；采用 2%BSA
按照 1:100 稀释异硫氰酸酯荧光（FITC，Dako, USA）标定的羊抗小鼠 IgG(Cell 
Signaling Technology,Inc.Danvers, MA)置于高速离心机（Eppendorf Centrifuge 
5417R Hamburg Germany）4℃条件下离心（10000 转）1min 后，在室温条件下
孵育 1 小时，1×PBS 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟；然后采用 2%BSA 按照 1:200
稀释 Hoechst 33342（Sigma. USA）染核封片待检。 
 
2）组织片: 在手术显微镜下（VISU 150, Carl ZEISS, Germany）将眼球进行分解。
将虹膜、晶状体、视网膜等组织切除，然后将角膜组织均等分为 4 片。将角膜片
置于用 1×PBS 缓冲液稀释的 4%多聚甲醛溶液（4g 多聚甲醛溶于 80mL 的去离子
水中，于通风处持续加热磁力搅拌至 60℃，成乳白色悬液，再加入 10×PBS，充
分混匀后，5MNaOH 调 PH7.0 后定容到 100mL，4℃保存）中固定 5 分钟，然后
用-20℃冷丙酮固定 3 分钟。紧接着将角膜组织片置于含有 1%三重氢核 X-100
（Sigma，USA）、1%二甲亚砜（Sigma. USA）和 1×PBS缓冲液和DMSO（Invitrogen. 
USA）的 TD 缓冲液中孵育 1 小时。[13]再用 1%BSA 稀释的 TD 缓冲液在室温下
孵育 1 小时封闭非特异性抗体。然后，按照 1:100 的浓度，用 2%BSA 稀释的德
克萨斯红标记骨架蛋白的 F-actin（Invitrogen. USA）孵育组织片，将其置于 4℃
环境下过夜。次日， 采用 TD 缓冲液冲洗后，使用 1%BSA 将小鼠抗兔 ZO-1 抗
体（Zymed,Carlsbad, CA）稀释成 1:1000 倍后，按照 100μl/标本加入孵育 8 小时
后，再采用 TD 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟。然后，使用 2%BSA 按照 1:500
稀释 Alexa Fluor-488(Invitrogen, USA)标记的二抗置于高速离心机（Eppendorf 
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